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einen antiphlogistischen Effekt, wahrend die S-Form eher eine 
analgetische Wirkung hatte. Urn unerwiinschte Nebeneffekte zu 
vermeiden, ist es daher aufterst wunschenswert, oc-Liponsaure 
jeweils nur in der enantiomerenreinen Form zu applizieren. 

Derzeit erfolgt die grofitechnische Herstellung von a-Lipon- 
saure ausschliefilich mittels chemischer Verfahren, wobei immer 
das Razemat aus R- und S-Form als Endprodukt gebildet wird (Y- 
adav et al., 1990, J. Sci. Ind. Res. 49: 400-409). Zur Gewin- 
nung von enantiomerenreiner R-a-Liponsaure wurden verschiedene 
Verfahren entwickelt. Beispielsweise kann das Razemat der a- 
Liponsaure oder eines der Syntheseintermediate entweder che- 
misch mittels chiraler Hilf ssubstanzen (Walton et. al, 1954, 
J. Amer. Chem. Soc. 76: 4748; DE 4137773) oder enzymatisch 
(Adger et al., 1995, J. Chem. Soc, Chem. Commun. : 1563-1564) 
aufgespalten werden. In anderen Verfahren unterbleibt die Ent- 
stehung eines Razemats aufgrund eines enantioselektiven Syn- 
theseschritts, wobei das neue Chiralitatszentrum entweder che- 
misch (DE 3629116; DE 19533881; Bringmann et al., 1999, Z. Na- 
turforsch. 54b: 655-661; DE 10036516) oder durch eine stereo- 
spezifische Biotransformation mittels Mikroorganismen einge- 
fiihrt werden kanh (Gopalan und Jacobs, 1989, Tetrahedron Lett. 
30: 5705-5708; Dasaradhi et al.., 1990, J. Chem. Soc, Chem. 
Commun.: 729-730; DE 10056025). Andere Prozesse wiederum star- 
ten die chemische Synthese von enantiomerenreiner cc-Liponsaure 
mit einem naturlich vorkommenden chiralen Edukt wie z. B. S- 
Maleinsaure oder D-Mannitol (Brookes und Golding, 1988, J. 
Chem. Soc. Perkin Trans. I: 9-12; Rama Rao et al., 1987, 
Tetrahedron Lett. 28, 2183-2186). Wegen z. T. aufwendiger Syn- 
theseschritte, geringer Ausbeuten und hoher Materialkosten 
sind alle bekannten Methoden zur Herstellung von enantiomeren- 
reiner R-a-Liponsaure derzeit nicht wirtschaftlich. 

Die grofitechnische Herstellung vieler niedermolekularer Natur- 
stoffe, wie z.B. Antibiotika, Vitamine oder Aminosauren er- 
folgt heute oftmals mittels eines f ermentativen Verfahrens un- 
ter Verwendung verschiedener Stamme von Mikroorganismen. 
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die Bedeutung der a-Liponsaure fur die Pharmakotherapie sowie 
fur die Nahrungsmittelerganzung (Nutraceutical) erkannt : 
a-Liponsaure besitzt aufgrund ihrer beiden Thiolgruppen eine 
ausgepragte Wirksamkeit als Antioxidans und kann deshalb den 
Organismus vor schadlichen Prozessen, die durch oxidativen 
Stress induziert werden, schutzen. AuSerdem ist a-Dihydro- 
liponsaure, die reduzierte Form der a-Liponsaure, aufgrund ih- 
rer Eigenschaft als starkes Reduktionsmittel in der Lage, an- 
dere oxidierte naturliche Antioxidationsmittel im Korper wie 
Ascorbinsaure oder a-Tocopherol direkt oder indirekt zu rege- 
nerieren oder bei deren Mangel diese auch zu ersetzen. Ent- 
sprechend kommt der a-Liponsaure im Zusammenspiel mit Ascor- 
binsaure, a-Tocopherol und Glutathion, dem so genannten "Netz- 
werk der Antioxidant ien" , eine zentrale Bedeutung zu. 
a-Liponsaure wird aufcerdem zur Prevention und Bekampfung von 
Diabetes mellitus Typ II und dessen Folgeschaden, wie z. B. 
Polyneuropathie, Cataract oder Kardiovaskularleiden einge- 
setzt. 

Die unterschiedliche biologische Aktivitat beider Enantiomere 
der a-Liponsaure ist derzeit Gegenstand intensiver Untersu-, 
chungen, wobei sich allerdings immer mehr herauskristalli- 
siert, dass die Applikation des reinen R-Enantiomers der a- 
Liponsaure deutliche Vorteile gegenuber der S-Form aufweist. 
So wurde im in vitro-Versuch gezeigt, dass nur die naturliche 
R-a-Liponsaure zur Bildung funktioneller a-Ketosaure-Dehydro- 
genasen fuhrt. Das S-Enantiomer hatte dagegen sogar einen in- 
hibierenden Effekt auf die Stimulierung der Enzymaktivitat 
durch R-a-Liponsaure. Die Reduktion von a-Liponsaure und damit 
die Regeneration der antioxidativ wirksamen a-Dihydrolipon- 
saure in den Mitochondrien ist fur die Zelle von essentieller 
Bedeutung. Die mitochondriale NADH-abhangige Lipoamid- 
Reduktase von Saugern zeigt mit dem R-Enantiomer eine fast 20- 
fach hohere Aktivitat als mit der S-Form. Des weiteren hat R- 
a-Liponsaure verglichen mit dem S-Enantiomer einen deutlich 
starkeren Effekt auf die insulin-vermittelte Glucose-Aufnahme 
und den Glucose-Metabolismus von. Skelettmuskelzellen insulin- 
resistenter Ratten. Im Tierversuch zeigte die R-Form aufierdem 
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lent gebunden ist, als spezifische Vorstufe bei der Lipon- 
saure-Synthese . In einer komplexen Reaktion werden zwei Schwe- 
felatome auf die derart aktivierte Oktansaure (Oktanoyl-ACP) 
ubertragen, wobei R-a-Lipoyl-ACP entsteht. Diese Reaktion wird 
von der Liponsaure-Synthase [EC 2.8.1.-], dem lipA-Genprodukt , 
katalysiert. Als Schwefeldonor dient dabei letztendlich die 
Aminosaure L-Cystein. Der anschlieSende Transfer der R-a- 
Liponsaure von R-a-Lipoyl-ACP auf die E2 -Untereinheit der a- 
Ketosaure-Dehydrogenasen wird von der Lipoyl-Protein-Ligase B 
[EC 6.-.-.-], dem lipB-Genprodukt , katalysiert, ohne dass da- 
bei jedoch R-a-Lipoyl-ACP oder R-a-Liponsaure als freie Zwi- 
schenprodukte auftreten (Miller et al . , 2000, Biochemistry 
39:15166-15178) . 

15 E. coli kann aber a.uch freie R-a-Liponsaure aus dem umgebenden 
Medium aufnehmen und fur die Bildung f unktioneller cc-Keto- 
saure -Dehydrogenases verwenden. Dazu wird R-a-Liponsaure zu- 
nachst mittels ATP zu R-a-Lipoyl-AMP aktiviert und anschlie- 
Send auf die entsprechenden Enzym-Untereinheiten ubertragen • 
20 (s. Fig. 3) . Beide Aktivitaten werden von der Lipoyl-Protein- 
Ligase A [EC 6.-.-.-], dem IplA-Genprodukt , katalysiert. Diese 
LplA-Aktivitat ist fur Wildtypstamme von E. coli allerdings 
nicht essentiell, wenn die endogene Liponsaure-Synthese und 
der Transfer der Lipoyl-Gruppe iiber den LipA/LipB-Weg erfolgt. 
So wurden beispielsweise IplA-Mutanten beschrieben, die keine 
nachweisbare Lipoyl-Protein-Ligase A-Aktivitat mehr besitzen, 
deren Phanotyp aber unter normalen Wachstumsbedingungen nicht 
von einer Wildtyp-Zelle zu unterscheiden ist (Morris et al., 
1995, J. Bacteriol. 177: 1-10). 
30 

Uber die Biosynthese von R-a-Liponsaure in Eukaryonten ist we- 
nig bekannt. Es wird aber vermutet, dass die R-a-Liponsaure- 
Synthese sowie der Transfer auf die entsprechenden Enzyme in 
den Mitochondrien eukaryontischer Zellen auf ahnliche Weise 
35 t wie in Bakterien erfolgt. 

Neben ihrer Relevanz als essentieller Bestandteil von Enzymen 
mit einer zentralen Rolle im Stof fwechsel , wurde schon fruh 
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reich, der die katalytischen Domane (Acetyl-Transferase) ent- 
halt, verbunden ist. 

Die E2-Untereinheit der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase (E2o) 
wird vom sucB~Gen codiert und ist ebenfalls modular aufgebaut, 
besitzt aber im Gegensatz zum E2-Protein der PDH nur eine Li- 
poyl-Domane. Die Sequenz der E2o-Lipoyl-Domane zeigt mit nur 
etwa 22 % eine relativ schwache Identitat zu den E2p-Lipoyl- 
. Domanen, die raumliche Struktur der Lipoyl-Domanen beider E2- 
Proteine ist allerdings sehr ahnlich (Reche und Perham, 1999, 
EMBO J. 18: 2673-2682) . 

Ein bezuglich der Sequenz zu den Lipoyl-Domanen der E2- 
Proteine auch nur maMg homologes, strukturell aber ebenfalls 
sehr ahnliches Protein ist die Biotinyl-Domane des Biotin- 
Carboxyl-Carrier-Proteins (BCCP) . Das BCCP wird normalerweise 
posttranslational mittels der Biotinyl-Protein-Ligase BirA an' 
einem spezifischen Lysin-Rest biotinyliert . Es gibt allerdings 
verschiedene spezifisch mutierte BCCP-Varianten, die mittels" 
einer Lipoyl-Protein-Ligase an diesem speziellen Lysin-Rest 
nun auch alternativ oder sogar ausschlieMich lipoyliert wer- 
den konnen (Reche und Perham, 1999, EMBO J. 18: 2673-2682). 

a-Liponsaure ist ein optisch aktives Molekiil mit einem Chira- 
litatszentrum am Kohlenstof f atom C6. Dabei stellt die R-Konfi- 
guration der a-Liponsaure das naturlich vorkommende Enantiomer 
dar. Nur diese Form zeigt physiologische Aktivitat als Cofak- 
tor der entsprechenden Enzyme. a-Liponsaure kann sowohl in ei- 
ner oxidierten (5- [1, 2] -Dithiolan-3-yl-Pentansaure) als auch 
in einer reduzierten Form ( 6, 8-Dimercapto-0ktansaure) vorkom- 
men. Im Folgenden sind unter der Bezeichnung "a-Liponsaure" 
beide Formen sowie die jeweiligen Salze der a-Liponsaure, wie 
z. B. das Calcium-, Kalium-, Magnesium-, Natrium- oder das Am- 
moniumsalz zu verstehen. 

Die Biosynthese von R-a-LiponsSure wurde besonders an dem Bak- 
terium Escherichia coli intensiv untersucht (s. Fig. 2). Hier 
dient Oktansaure, die an das Acyl-Carrier-Protein (ACP) kova- 
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Zellen tind Verfahren zur f ermentativen Herstellung von R-a- 
Liponsaure 

Die Erfindung betrifft Zellen und ein Verfahren zur fermenta- 
tiven Herstellung von R-cc-Liponsaure . 

R-cc-LiponsSure ist in einer Vielzahl von Pro- und Eukaryonten 
ein essentieller Cofaktor bestimmter Multienzymkomplexe . Dabei 
ist die R-cc-Liponsaure mit seiner Carboxylgruppe unter Bildung 
eines so genannten Lipoamids jeweils kovalent an die e-Amino- 
gruppe eines spezifischen Lysin-Rests des entsprechenden En- 
zyms gebunden. Auf diese Weise ist die R-cc-Liponsaure ein Teil 
der E2-Untereinheit der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) [EC 
2.3.1.12] bzw. der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase (KGDH) [EC 
2.3.1.61] und spielt dort als Redoxpartner und Acylgruppen- 
ubertrager eine entscheidende Rolle bei der oxidativen Decar- 
boxylierung von cc-Ketosauren. Aufierdem fungiert R-cc-Liponsaure 
als Aminomethyl-Carrier in Glycin-Cleavage Enzymsystemen. 

Die physiologisch und genetisch am besten charakterisierte cc- 
Ketosaure-Dehydrogenase ist der Pyruvat-Dehydrogenase-Multi- 
enzymkomplex von Escherichia coli. Die drei Untereinheiten El 
(Pyruvat-Dehydrogenase) , E2 (Dihydrolipoamid-Acetyltrans- 
ferase) und E3 (Dihydrolipoamid-Dehydrogenase) werden von ei- 
nem Operon bestehend aus den Genen aceE, aceF und Ipd codiert 
und formen einen Multienzymkomplex, welcher sich aus 24 E1-, 
24 E2- und 12 E3-Untereinheiten zusammensetzt . Dabei bilden 
die 24 E2-Untereinheiten das Kernstuck des Komplexes. 
Das E2-Monomer der PDH (E2p) ist wiederum modular aus ver- 
schiedenen Domanen aufgebaut, die liber flexible Linkerregionen 
miteinander verbunden sind (s. Fig. 1). Der N-Terminus des 
Proteins enthait drei so genannte Lipoyl-Domanen bestehend aus 
jeweils ca. 80 Aminosaureresten, wobei jede dieser Domanen ge- 
nau ein Molekul R-a-Liponsaure wie oben beschrieben binden 
kann. Diese drei Lipoyl-Domanen der PDH weisen untereinander 
jeweils eine sehr hohe Sequenzidentitat (> 66 %) auf. An die 
N-terminale Region des Proteins schlieBt sich die kleine zent- 
rale E3-Bindedomane an, die wiederum mit dem C-terminalen Be- 
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Die Patentanmeldungen am Deutschen Patent- und Markenamt mit 
den Aktenzeichen 10235270, 10245993 und 10258127 beschreiben 
verschiedene Zellen, die enantiomerenreine R-a-Liponsaure 
sekretieren sowie Verfahren, bei denen die Produktion von e- 
nantiomerenreiner R-a-Liponsaure ausschliefllich in einem Fer- 
mentationsprozeli erfolgt. Dabei werden Zellen eingesetzt, die 
entweder ein Liponsaure-Synthase-Gen bzw. ein Lipoyl-Protein- 
Ligase B-Gen einzeln Oder auch in Kombination uberexprimieren 
Oder Zellen, die eine verminderte Lipoyl-Protein-Ligase A- 
Aktivitat aufweisen. Die Produktion von enantiomerenreiner R- 
a-Liponsaure mit Hilfe dieser Zellen erfolgt allerdings in 
noch sehr beschranktem Ausmafl, so dass diese f ermentativen 
Verfahren derzeit noch nicht mit der chemischen Synthese kon- 
kurrieren konnen. 

Nur in seltenen Fallen fuhrt eine einzige genetische Manipula- 
tion im Zuge des so genannten "metabolic engineering" eines 
Wildtypstammes zur Oberproduktion der gewiinschten Verbindung 
in ausreichendem Umfang. Vielmehr ist dazu eine Kombination " 
von mehreren gezielten genetischen Manipulationen notwendig, 
oftmals noch erganzt durch klassische Mutagenese/Screening-An- 
satze . 

Entsprechend ist es die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
leistungsfahige Zellen, welche enantiomerenreine R-a-Lipon- 
saure in ein Kulturmedium sekretieren, bereitzustellen. 

Diese Aufgabe wird gelost durch eine Zelle, die enantiomeren- 
reine R-a-Liponsaure in ein Kulturmedium sekretiert, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie eine gegeniiber einem Wildtyp-Stamm 
erhohte Lipoyl-Protein-Ligase B Aktivit^t besitzt und gleich- 
zeitig eine im Vergleich zu dem Wildtyp-Stamm erhohte Konzent- 
ration eines lipoylierbaren Polypeptids aufweist. 

Aus physiologischen und biochemischen Daten geht hervor, dass 
Liponsaure in Wildtyp-Zellen nahezu ausschlieMich in gebunde- 
ner Form vorkommt, da bereits die Synthese der R-a-Lipons&ure 
vollstandig proteingebunden erfolgt (vgl. Fig. 1) (Herbert und 
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Guest, 1975, Arch. Microbiol. 106: 259-266; Miller et al., 
2000, Biochemistry 39:15166-15178). Erstaunlicherweise ist die 
Verstarkung einer Lipoyl-Protein-Ligase B-Aktivitat einer 
Wildtyp-Zelle ausreichend, damit es zur Ausscheidung von R-a- 
Liponsaure in das Kulturmedium kommt (DE 10245993) . Im Rahmen 
dieser Erfindung wurde nun vollig uberraschend gefunden, dass 
eine Verstarkung der Lipoyl-Protein-Ligase B-Aktivitat kombi- 
niert mit einer Erhohung der intrazellularen Konzentration ei- 
nes lipoylierbaren Polypeptids zu einer deutlich gesteigerten 
Anhaufung enantiomerenreiner R-a-Liponsaure im Kulturmedium 
dieser Zellen fiihrt. 

In einem E. coli Wildtyp-Stamm sind normalerweise alle Lipoyl- 
Bindestellen der E2-Proteine (spezifische Lysinreste) mit R-a- 
Liponsaure abgesattigt, d.h. mit Liponsaure modifiziert, 
(Packman et al . , 1991, Biochem. J. 277: 153-158), da die de 
novo- Synthese der R-a-Liponsaure und der anschlieSende Trans- 
fer vom R-a-Lipoyl-ACP auf die entsprechenden Lipoyl-Domanen 
gut aufeinander abgestimmt sind. Die vermehrte Prasenz eines" 
lipoylierbaren Polypeptids in einer Zelle hat nun verschiedene 
Konsequenzen: 

- Es kommt zur Akkumulation von unmodif izierten, d.h. nicht- 
lipoylierten Lipoyl-Akzeptorproteinen, da die Liponsaure- 
Synthese -Kapaz it at der Zelle nicht mehr fur eine vollstandi- 
ge Beladung aller potentiell lipoylierbaren Polypeptide aus- 
reicht (Miles und Guest, 1987, Biochem. J. 245: 869-874; Ali 
und Guest, 1990, Biochem. J. 271: 139-145). 

- Zellen mit einer erhohten Konzentration von unmodif izierten 
Lipoyl-Akzeptorproteinen konnen im Vergleich zu Wildtyp- 
Zellen extern supplementierte R-a-Liponsaure vermehrt auf- 
nehmen und an Lipoyl-Akzeptorproteine binden (Morris et al . , 
1995, J. Bacterid. 177: 1-10). 

- Die Exkretion von R-a-Liponsaure wird bei einem Liponsaure- 
Produktionsstamm drastisch vermindert (siehe Stamm 
W3110AlplA pGS331 in Beispiel 3) , wahrscheinlich deshalb, 
weil die de novo synthetisierte R-a-Liponsaure nun an die 
vermehrt zur Verfiigung stehenden Lipoyl-Akzeptorproteine fi- 
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xiert werden kann, wodurch eine Ausscheidung verhindert 
wird. 

Entsprechend dieser Befunde wiirde der Fachmann a priori vermu- 
ten, dass durch eine erhohte Prasenz eines unmodif izierten li- 
poylierbaren Polypeptids in der Zelle die Exkretion von R-a- 
Liponsaure auch bei anderen Liponsaure-Produktionsstammen, wie 
z. B. dem Stamm W3110 pBAD-lipB, der eine erhohte Lipoyl- 
Protein-Ligase B-Aktivitat aufweist (DE 10245993) , vermindert 
wird. Durch die Uberexpression des lipB-Gens verfiigen die er- 

f indungsgemaEen Zellen zwar uber eine erhohte Lipoyl -Protein- 
Ligase B-Aktivitat, aber durch eine gleichzeitige Bereitstel- 
lung von unbeladenen lipoylierbaren Polypeptiden ware ausrei- 
chend Substrat fur die Lipoyl-Protein-Ligase-Reaktion vorhan- 
den, so dass die gesamte de novo gebildete R-a-Liponsaure an 

diesen Proteinen intrazellular fixiert werden konnen sollte. 
Dennoch wird erstaunlicherweise unter diesen Bedingungen die 
R-a-Liponsaure vermehrt ausgeschieden. 

Unter der Lipoyl-Protein-Ligase B-Aktivitat ist im Rahmen die- 
ser Erfindung vorzugsweise die vom 2ipB-Gen codierte Lipoyl- 

Protein-Ligase-Aktivitat einer Zelle zu verstehen, welche eine 
strikte Praferenz fur R-a-Lipoyl-ACP gegenuber freier R-a- 
Liponsaure als Substrat aufweist (s. Fig. 2). 

Unter einer gegenuber einem Wildtyp-Stamm erhohten Lipoyl- 
Protein-Ligase B-Aktivitat ist im Sinne der vorliegenden Er- 
findung vorzugsweise zu verstehen, dass diese Aktivitat min- 
destens urn den Faktor 2, bevorzugt mindestens um den Faktor 5 
gesteigert ist. 

Vorzugsweise handelt es sich bei dem lipB~Gen um ein Gen mit 
der Sequenz SEQ ID NO: 1, das fur ein Protein mit der Sequenz 
SEQ ID NO: 2 codiert oder um ein Gen codierend fur eine funk- 
tionelle Variante des lipB-Genprodukts mit einer Sequenziden- 
titat zu SEQ ID NO: 2 grower 35 %. 
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Besonders bevorzugt sind funktionelle Varianten des lipB- 
Genprodukts mit einer Sequenzidentitat zu SEQ ID NO: 2 groiler 
55 %, ganz besonders bevorzugt mit einer Sequenzidentitat zu 
SEQ ID NO: 2 grower 80 %. 

Unter einer f unktionellen Variante des lipB-Genprodukts ist im 
Sinne der vorliegenden Erfindung vorzugsweise ein Protein mit 
einer Aminosaure-Sequenz zu verstehen, die sich durch Deleti- 
on, Insertion oder Substitution von Nukleotiden aus der in SEQ 
ID NO: 1 dargestellten Sequenz ableitet, wobei die enzymati- 
sche Aktivitat der durch dieses Gen codierten Lipoyl-Protein- 
Ligase B erhalten bleibt. 

Unter einem "lipoylierbaren Polypeptide sind im Rahmen dieser 
Erfindung Peptide oder Proteine zu verstehen, an die mindes- 
tens ein Molekul R-a-Liponsaure kovalent gebunden werden kann. 
Dabei erfolgt diese Bindung bevorzugt zwischen der Carboxyl- 
gruppe der R-a-Liponsaure und der e-Aminogruppe eines Lysin- 
Restes des Polypeptids unter Bildung eines so genannten Lipo- 
amids. Die Knupfung einer solchen Lipoamid-Bindung wird in der 
Zelle vorzugsweise von einer Lipoyl-Protein-Ligase kataly- 
siert . 

Unter einer im Vergleich zu dem Wildtyp-Stamm erhohten Kon- 
zentration eines lipoylierbaren Polypeptids ist im Sinne der 
vorliegenden Erfindung vorzugsweise zu verstehen, dass die 
Menge dieses Polypeptids in einer Zelle mindestens urn den Fak- 
tor 2, bevorzugt mindestens urn den Faktor 5 gesteigert ist. 



Ein Gen, das fur ein lipoylierbares Polypeptid codiert, um- 
fasst vorzugsweise ein DNA-Fragment mit der Sequenz SEQ ID NO: 
3, welches fur ein Polypeptid mit der Sequenz SEQ ID NO: 4 co- 
diert oder ein DNA-Fragment, das fur eine funktionelle Varian- 
te dieses Polypeptids mit einer Sequenzidentitat zu SEQ ID NO: 
4 grower 20 % codiert. 

Besonders bevorzugt sind Gene codierend fOr Varianten eines 
lipoylierbaren Polypeptids mit einer Sequenzidentitat zu SEQ 
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ID NO: 4 grofter 40 %, ganz besonders bevorzugt sind Gene co- 
dierend far Polypeptid-Varianten mit einer Sequenzidentitat zu 
SEQ ID NO: 4 grower 70 %. 

Als Alternativen fur Gene, die fur ein lipoylierbares Polypep- 
tid codieren, konnen auch Allele von Genen eingesetzt werden, 
die ursprunglich fur ein biotinylierbares Polypeptid (z.B. 
BCCP) codieren, jedoch nach geringfiigiger Sequenzvariation nun 
auch lipoyliert werden konnen (z.B. BCCP-DASMEP) . Ein derarti- 
ges Gen umfasst ein DNA- Fragment mit der Sequenz SEQ ID NO: 5, 
welches fur ein Polypeptid mit der Sequenz SEQ ID NO: 6 co- 
diert oder ein DNA-Fragment das fur eine funktionelle Variante 
dieses Polypeptids mit einer Sequenzidentitat zu SEQ ID NO: 6 
grofter 75 % codiert. 

Unter einer funktionellen Variante eines lipoylierbaren Poly- 
peptids ist im Sinne der vorliegenden Erfindung ein Protein 
mit einer Aminosaure-Sequenz zu verstehen, die sich durch De- ■ 
letion, Insertion oder Substitution von Nukleotiden aus den "in 
SEQ ID NO: 3 oder in SEQ ID NO: 5 dargestellten Sequenzen ab- 
leitet, wobei die Eigenschaft der Lipoylierbarkeit durch eine 
Lipoyl-Protein-Ligase erhalten bleibt. 

In der vorliegenden Erfindung beziehen sich alle Werte zur Se- 
quenzidentitat von DNA- und Aminosaure-Sequenzen auf Ergebnis- 
se, die mit dem Algorithmus BESTFIT (GCG Wisconsin Package, 
Genetics Computer Group (GLG) Madison, Wisconsin) erhalten 
werden. 

Erf indungsgemafie Zellen, die neben einer verst^rkten Lipoyl- 
Protein-Ligase B-Aktivitat eine gegenuber dem Wildtyp erhohte 
Konzentration eines lipoylierbaren Polypeptids aufweisen, kon- 
nen mit Standardtechniken der Molekularbiologie erzeugt wer- 
den. 

Verfahren zur Steigerung der Aktivitat der Lipoyl-Protein- 
Ligase B in einer Zelle sind im Stand der Technik bekannt und 
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beispielsweise in der Patentanmeldung DE 10245993 beschrieben, 
auf die insoweit ausdrucklich Bezug genommen wird. 

Die Erhohung des. Spiegels eines lipoylierbaren Polypeptids in 
erfindungsgemalien Zellen wird beispielsweise durch eine ver- 
starkte Expression eines Gens, das fur ein lipoylierbares Po- 
lypeptid codiert, erreicht. Dabei kann die Kopienzahl eines 
solchen Gens in den Zellen erhoht sein und/oder es kann durch 
geeignete Promotoren die Expression dieses Gens verstarkt 
sein. 



Unter verstarkter Expression ist dabei vorzugsweise zu verste- 
hen, dass das Gen far ein lipoylierbares Polypeptid im Ver- 
gleich zur jeweiligen Wildtyp-Zelle, aus der dieses Gen gewon- 
nen wurde, mindestens urn den Faktor 2, bevorzugt mindestens urn 
den Faktor 5 vermehrt exprimiert wird. 

Eine Erhohung der Kopienzahl des Gens codierend far ein lipoy- 
lierbares Polypeptid in Zellen kann mit dem Fachmann bekannten 
Methoden vorgenommen werden. So kann zum Beispiel ein solches 
Gen in Plasmid-Vektoren mit mehrfacher Kopienzahl pro Zelle 
(far Escherichia coli z.B. pUC19, pBR322, pACYC184 oder Deri- 
vaten davon) kloniert und in die Zellen eingebracht werden. 
Alternativ kann ein solches Gen mehrfach in das Chromosom des 
Wirtsorganismus integriert werden. Als Integrationsverfahren 
konnen die bekannten Systeme mit temperenten Bakteriophagen, 
integrative Plasmide oder die Integration aber homologe Rekom- 
bination genutzt werden (z.B. Hamilton et al., 1989, J. Bacte- 
riol. 171: 4617-4622) . 

Bevorzugt ist die Erhohung der Kopienzahl durch Klonierung ei- 
nes Gens codierend fur ein lipoylierbares Polypeptid in einen 
Plasmid-Vektor unter Kontrolle eines Promotors. Besonders be- 
vorzugt ist die Erhohung der Kopienzahl durch Klonierung eines 
solchen Gens in Plasmid-Vektoren aus der pUC-Familie oder der 
pBR322-Familie, wie z. B. ptac85 (Ali und Guest, 1990, Bio- 
chem. J. 271: 139-145) . 
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Als Kontrollregion fur die Expression eines Gens fur ein li- 
poylierbares Polypeptid kann die natUrliche Promotor- und Ope- 
ratorregion dieses Gens dienen, die verstarkte Expression ei- 
nes solchen Gens kann jedoch insbesondere auch mittels anderer 
Promotoren erfolgen. Entsprechende Promotorsysteme wie bei- 
spielsweise in Escherichia coli der institutive Promotor des 
gapA-Gens oder die induzierbaren lac-, tac-, trc-, ara- 
oder tet-Promotoren sind dem Fachmann bekannt (Makrides S. C, 
1996, Microbiol. Rev. 60: 512-538). Konstrukte, die ein Gen 
fur ein lipoylierbares Polypeptid unter der Kontrolle eines 
der oben genannten Promotoren enthalten, konnen in an sich be- 
kannter Weise auf Plasmiden oder chromosomal verwendet werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalten erfindungsgema- 
fie Zellen ein Plasmid, das ein Gen fur ein lipoylierbares Po- 
lypeptid unter der Kontrolle eines Promotors enthalt, ausge- . 
wahlt aus der Gruppe gapA-, lac-, tac-, trc-, ara- oder 
tet-Promotor. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
befindet sich ein solches Gen unter der Kontrolle des Isopro- 
pyl-p-D-Thiogalactosid/lacI-regulierbaren tac-Promotors . 

Des weiteren kann eine verstarkte Expression dadurch erreicht 
werden, dass Translationsstartsignale, wie z. B. die Riboso- 
menbindestelle oder das Startcodon des Gens, in optimierter 
Sequenz auf dem jeweiligen Konstrukt vorhanden sind oder dass 
gemafl der „codon usage" seltene Codons gegen haufiger vorkom- 
mende Codons ausgetauscht werden. 

"Die Klonierung eines Gens, das fUr ein- lipoylierbares Polypep- 
tid codiert, in Plasmid-Vektoren erfolgt beispielsweise durch 
Amplifikation des Gens mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion 
unter Einsatz von spezifischen Primern, die das komplette Gen, 
oder zumindest den Teil des Gens, der fur ein lipoylierbares 
Polypeptid codiert (z.B. die Lipoyl-Domane eines Proteins), 
erfassen, und anschliefiende Ligation rnit Vektor-DNA-Fragmen- 
ten. 
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Die Erzeugung eines Gens fur ein lipoylierbares Hybridpolypep- 
tids, welches sich z. B. aus Teilen zweier verschiedener Li- 
poyl-Domanen des E2-Proteins zusammensetzt, sowie dessen Klo- 
nierung in einen Plasmid-Vektor, ist mit Standardmethoden der 
Molekularbiologie moglich und bei Miles und Guest (1987, Bio- 
chem. J. 245: 869-874) beispielsweise beschrieben. 

Als bevorzugte Vektoren ftir die Klonierung eines Gens codie- 
rend ftir ein lipoylierbares Polypeptid werden Plasmide verwen- 
det, die bereits Promotoren zur verstarkten Expression enthal- 
ten, beispielsweise den hitze-induzierbaren XP L P R -Promotor oder 
den Isopropyl-|i-D-Thiogalactosid/lacI-regulierbaren syntheti- 
schen tac-Promotor von Escherichia coli. 

Urn eine synchrone Uberexpression eines lipB-Gens mit einem 
Gen, das fur ein lipoylierbares Polypeptid codiert, zu errei- 
chen, konnen oben genannte Mafinahmen, die zur Uberexpression 
eines Einzelgens fuhren, auch miteinander kombiniert werden. 
So konnen die beiden relevanten Gene beispielsweise auf ver- 
schiedenen Plasmiden enthalten sein und die Expression jeweils 
unter der Kontrolle verschiedener Promotorsysteme liegen. Es 
ist aber auch moglich, dass beide Gene als kiinstliches Operon 
auf demselben Plasmid liegen und die Expression beider Gene 
somit synchron durch denselben Promotor reguliert wird. Des 
weiteren konnen das lipB-Gen und das Gen fur ein lipoylierba- 
.res Polypeptid auch auf demselben Plasmid lokalisiert sein, 
wobei jedes Gen von einem eigenen Promotor reguliert wird. Da- 
bei konnen die beiden Promotoren entweder demselben oder aber 
einem unterschiedlichen Typ angehoren. 

Plasmide, die sowohl ein lipB-Gen als auch ein Gen fur ein li- 
poylierbares Polypeptid enthalten, sind ebenfalls Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung. 

In einer bevorzugten Ausftthrungsform befinden sich die beiden 
Gene auf demselben Plasmid jeweils unter der Kontrolle eines 
eigenen Isopropyl-(3-D-Thiogalactosid/lacI-regulierbaren tac- 
Promotors. 
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Die Erfindung betrifft somit auch ein Plasmid, das dadurch ge- 
kennzeichnet ist, dass es ein lipB-Gen sowie ein Gen, das fiir 
ein lipoylierbares Polypeptid codiert, jeweils unter Kontrolle 
eines Promotors tragt. 

Durch eine gangige Transf ormationsmethode (z.B. Elektroporati- 
on) werden die Plasmide, die ein lipB-Gen und/oder ein Gen fiir 
ein lipoylierbares Polypeptid enthalten, in eine Ausgangszelle 
eingebracht und beispielsweise mittels Antibiotika-Resistenz 
auf plasmid-tragende Klone selektiert. 

Die Erfindung betrifft somit auch ein Verfahren zur Herstel- 
lung einer erf indungsgemafien Zelle, dadurch gekennzeichnet , 
dass in eine Ausgangszelle ein Plasmid, das ein lipB-Gen und 
ein Plasmid, das ein Gen fur ein lipoylierbares Polypeptid 
enthalt oder ein erf indungsgemalies Plasmid eingebracht werden. 

In einer Vielzahl von pro- und eukaryontischen Zellen bzw. Or- 
ganismen konnten Gene, die fur lipoylierbare Polypeptide co- 
dieren (z. B. aceF, sucB) sowie Gene, die fur die de novo- 
Synthese von R-a-Liponsaure benotigt werden (z. B. lipA, 
lipB) , identif iziert werden. Erf indungsgemafie Zellen lassen 
sich somit vorzugsweise aus Zellen von pro- oder eukaryonti- 
schen Organismen herstellen, die in der Lage sind, R-a-Lipon- 
s£ure selbst zu synthetisieren (Ausgangszelle), die rekombi- 
nanten Verfahren zuganglich sind und die durch Fermentation 
kultivierbar sind. Auch pflanzliche oder tierische Zellen, die 
in Zellkultur zuchtbar sind, sind somit zur Herstellung erfin- 
dungsgemafier Zellen geeignet. 

Zur Herstellung erf indungsgemafter Zellen konnen solche Aus- 
gangszellen verwendet werden, die bisher noch keinerlei Mani- 
pulation unterzogen wurden. Des weiteren ist es jedoch mog- 
lich, die erf indungsgem^Jien Zellen auch mit Maftnahmen zu kom- 
binieren, die bereits zu einer verbesserten Produktion von R- 
a-Liponsaure flihren. So sind beispielsweise solche Zellen be~ 
sonders geeignet, die durch eine verstarkte Expression des li- 
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pA-Gens bereits uber eine erhdhte Liponsaure-Synthase-Aktiviat 
verfugen und/oder nur noch eine abgeschwachte, vorzugsweise 
vollig ausgeschaltete Lipoyl-Protein-Ligase A-Aktivitat auf- 
weisen. Verfahren zur Herstellung von Zellen mit einer ver- 
starkten Liponsaure-Synthase-Aktivitat und/oder einer abge- 
schwachten Lipoyl-Protein-Ligase A-Aktivitat sind in den Pa- 
tentanmeldungen DE 10235270 und DE 10258127 beschrieben. 

Bevorzugt handelt es sich bei den Zellen urn Mikroorganismen, 
wie zum Beispiel Hefe- oder Bakterienstamme. Besonders bevor- 
zugt handelt es sich urn Bakterienstamme aus der Familie der 
Enterobacteriaceae, ganz besonders bevorzugt urn Stamme der Art 
Escherichia coli. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur f ermentativen 
Herstellung von enantiomerenreiner R-a-Liponsaure . Dieses Ver- 
fahren ist dadurch gekennzeichnet, dass eine erf indungsgemafte 
Zelle in einem Kulturmedium kultiviert wird, wobei die Zelle 
enantiomerenreine R-a-Liponsaure in das Kulturmedium ausschei- 
det und die enantiomerenreine R-a-Liponsaure vom Kulturmedium 
abgetrennt wird. 

Die Ausscheidung von R-a-Liponsaure aus den erf indungsgemaflen 
Zellen in das Kulturmedium erlaubt eine einfache Isolierung 
des Produkts aus dem Kulturmedium nach Abtrennung der Biomas- 
se f ohne dass die Zellen zuvor aufgebrochen werden mussen, 
bzw. ohne dass die R-a-Liponsaure durch einen aufwendigen und 
verlustreichen Hydrolyseschritt vom daran gebundenen Trager- 
protein (ACP oder die E2-Untereinheit der a-Ketosaure- 
Dehydrogenase^ abgespalten werden muss. Die Gewinnung von R- 
a-Liponsaure aus dem Kulturmedium kann nach dem Fachmann be- 
kannten Verfahren, wie beispielsweise Zentrif ugation des zell- 
haltigen Kulturmediums zur Abtrennung der Zellen und durch an 
schlieAende Extraktion und/oder Prazipitation des Produkts er 
f olgen. 

Die Kultivierung der erf indungsgemaften Zellen zur Produktion 
von R-a-Liponsaure erfolgt in gangigen Kulturmedien, vorzugs- 
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weise in einem aus der Literatur bekannten Minimalsalzmedium 
(Herbert und Guest, 1970, Meth. Enzymol. 18A, 269-272). 

Als Kohlenstof fquelle kcmnen prinzipiell alle verwertbaren Zu- 
• 5 cker, Zuckeralkohole oder organische Sauren bzw. deren Salze 
verwendet werden. Dabei werden bevorzugt AsparaginsSure, Ap- 
felsaure, Bernsteinsaure, Brenztraubensaure, Fumarsaure, Glu- 
taminsaure, Glucose, Glycerin oder Oxalessigsaure eingesetzt. 
Besonders bevorzugt sind Bernsteinsaure und Oxalessigsaure. 
10 Auch ist eine kombinierte Futterung mehrerer verschiedener 
Kohlenstof fquellen moglich. Des weiteren konnen kurzkettige 

•Fettsauren mit einer Kettenlange von C2-C8, bevorzugt mit ei- 
ner Kettenlange von C6-C8 (Hexan- bzw. Oktansaure) als spezi- 
fische Vorstufen fur die a-Liponsaure-Synthese dem Medium zu- 
15 gesetzt werden. Dabei betragt die Konzentration der zugesetz- 
ten Kohlenstof fquelle vorzugsweise 0,1-30 g/1. 

Die Inkubation der erf indungsgemalien Zellen erfolgt vorzugs- 
weise unter aeroben Kultivierungsbedingungen uber einen Zeit- 
20 raum von 16 - 150 h und im Bereich der flir die jeweiligen Zel- 
len optimalen Wachtumstemperatur . 

Als optimaler Temperaturbereich werden 15 - 55 °C bevorzugt. 
Besonders bevorzugt ist eine Temperatur zwischen 30 und 37 °C. 

# 

Der Nachweis und die Quantif izierung der im erf indungsgemafien 
Verfahren produzierten R-ct-Liponsaure erfolgt beispielsweise 
mittels eines Bioassays unter Verwendung eines liponsaure- 
auxotrophen Indikatorstammes (lipA-Mutante) . Diese Art der 

30 turbidimetrischen Quantif izierung von R-a-Liponsaure ist aus 

der Literatur bekannt (Herbert und Guest, 197 0, Meth. Enzymol. 
18A, 269-272) . Der im Rahmen der vorliegenden Erfindung ver- 
wendete Indikatorstamm W14851ip2 (ATCC 25645), wttrde aller- 
dings auch ohne supplementierte R-a-Liponsaure wachsen, wenn 

35 das Medium neben Glucose auch noch Acetat und Succinat ent- 

halt. Urn ein f alschpositives Wachstum des Indikatorstammes im 
Bioassay bei der Bestimmung der produzierten R-a-Liponsaure zu 
vermeiden - beispielsweise verursacht durch einen Eintrag von 
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Glucose und den vom Produktionsstamm zusatzlich zur R-a-Lipon- 
saure ausgeschiedenen Sauren Acetat und Succinat - erfolgt be- 
reits die Anzucht des R-oe-Liponsaure-Produzenten bevorzugt mit 
Succinat als einziger Kohlenstoff quelle. Dieser Stamm wird mit 
dem Kulturuberstand einer erf indungsgemaflen Zellanzucht 
supplement iert; anhand des Wachstums des Indikatorstammes kann 
dann der Liponsaure-Gehalt im Kulturmedium bestimmt werden. 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der 
Erfindung. Der Bakterienstamm Escherichia coli 
W3110/pKP560/pGS331, der fur die Ausfuhrung der Beispiele ver- 
wendet wurde, wurde bei der DSMZ (Deutsche Sammlung fur Mikro- 
organismen und Zellkulturen GmbH, D-38142 Braunschweig) unter 
der Nummer DSM 15661 gemaft Budapester Vertrag hinterlegt. 
Der Stamm W3110AiplA, eine Deletionsmutante im IpIA-Gen, wel- 
ches fur die Lipoyl-Protein-Ligase A codiert, ist in der Pa- 
tentanmeldung DE 10258127 des gleichen Anmelders beschrieben. 
Das Plasmid pACYC184 ist bei Chang und Cohen (1978,. J. Bacte- 
riol. 134: 1141-1156), das lipB-Expressionsplasmid pBAD-lipB 
ist in der Patentanmeldung DE 10245993 beschrieben. 
Fur die Expression des Gens, das fttr ein lipoylierbares Poly- 
peptid codiert, wurde das Plasmid pGS331 verwendet (Ali et 
al., 1990, Biochem. J. 271: 139-145). Dieses Plasmid enthalt 
neben dem Ampicillin-Resistenzgen ein subgenes Fragment des 
aceF- (E2p) -Gens von Escherichia coli, welches fttr eine Lipoyl- 
Domane codiert und das sich unter der Expressionskontrolle des 
tac-Promotors befindet. Das Gen fur diese Lipoyl-Domane ist in 
diesem Fall ein Hybrid, zusammengesetzt aus den Codons fur die 
Aminosaurereste 1-33 der ersten Lipoyl-Domane und den Resten 
238-289 der dritten Lipoyl-Domane des E2p-Proteins . 

Beispiel 1: Konstruktion des lipB-Expressionsplasmids pKP560 

Der Plasmidvektor pACYC184 wurde zunachst mit der Restriktion- 
sendonuklease Aval unter den vom Hersteller angegebenen Bedin- 
gungen geschnitten. Die dabei erzeugten 5 '-uberhangenden Enden 
des restringierten Vektors wurden nach Herstellerangaben mit- 
tels der Klenow-Polymerase aufgefUllt, der Vektor anschlieftend 
mit der Restrikionsendonuklease Clal geschnitten und danach 
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durch Behandlung mit Alkalischer Phosphatase dephosphoryliert . 
Der gesamte Restriktionsansatz wurde dann in einem Agarose-Gel 
elektrophoretisch aufgetrennt. Das 2,8 kb lange DNA- Fragment , 
das neben dem Replikationsursprung pl5A auch noch das Chlo- 
ramphenicol-Resistenzgen enthalt, wurde anschlieftend mittels 
des QIAquick Gel Extraktion Kits (Qiagen GmbH, Hilden) nach 
Herstellerangaben aus dem Agarosegel isoliert und gereinigt. 
Das lipB-Gen unter Kontrolle des arabinose-induzierbaren ara- 
BAD-Promotors (pBAD) wurde aus dem Plasmid pBAD-lipB gewonn- 
nen, welches zunachst mit der Restrikionsendonuklease Xbal un- 
ter den vom Hersteller angegebenen Bedingungen geschnitten 
wurde. Die dabei erzeugten 5 '-uberhangenden Enden des restrin- 
gierten Vektors wurden dann nach Herstellerangaben mittels der 
Klenow-Polymerase aufgefullt und der Vektor wurde anschlieftend 
mit der Restrikionsendonuklease Clal geschnitten. Der gesamte 
Restriktionsansatz wurde dann in einem Agarose-Gel elektropho- 
retisch aufgetrennt. Das 2 kb lange DNA- Fragment , das die Re- 
gulationssequenzen des Arabinose-Operons von E. coli (araC- 
Gen, araBAD-Promotorregion) und aufterdem das lipB-Gen unter 
der Kontrolle des araBAD-Promotors enthait, wurde anschlieftend 
wie fur das Vektorf ragment von pACYC184 beschrieben aus dem 
Agarosegel isoliert und gereinigt. 

Die Ligation des a raC-pBAD-lipB- Fragments mit dem 2,8 kb lan- 
gen Vektorf ragment von pACYC184 erfolgte mittels der T4-DNA- 
Ligase. Die Transformation von E. coli-Zellen des Stammes DH5a 
mit dem Ligationsansatz erfolgte durch Elektroporation in ei- 
ner dem Fachmann bekannten Art und Weise. Der Transf ormations- 
ansatz wurde dann auf LB-Chloramphenicol-Agarplatten (10 g/1 
Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, 10 g/1 NaCl, 15 g/1 Agar, 20 mg/1 
Chloramphenicol) ausgebracht und uber Nacht bei 37 °C inku- 
biert. Die gewunschten Transf ormanden wurden nach einer Plas- 
midisolierung mittels des GFX™ Micro Plasmid Prep Kits (Amers- 
ham Biosciences GmbH, Freiburg) durch eine Restriktionsanalyse 
identifiziert. Der so erhaltene Vektor tragt die Bezeichnung 
pKP560 (Fig. 4) . 

Beispiel 2: Herstellung von R-a-Liponsaure-Produzenten 
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Das 2ip£-0berexpressionsplasmid pKP560 bzw. das Lipoyl- 
Domanen-Plasmid pGS331 wurden mittels Elektroporation in die 
E. coii-Stamme W3110 bzw. W3110A2pIA transf ormiert und nach 
Selektion auf LB-Agarplatten mit 20 mg/1 Chloramphenicol bzw. 
100 mg/1 Ampicillin wurden die Plasmide aus jeweils einer der 
Transf ormanden reisoliert, mit Restriktionsendonukleasen ge- 
spalten und uberpriift. Mit dem Kontrollplasmid pACYC184 wurde 
in analoger Weise verfahren. 

Fur die gemeinsame Uberexpression des lipB-Gens mit dem Li- 
poyl-Domanen-Gen wurden die Stamme W3110 pKP560 bzw. 
W3110AlplA pKP560 mit dem Plasmid pGS331 wie oben beschrieben 
transformiert und die erhaltenen Transformanden mittels Re- 
striktionsanalyse iiberpriift. 

Beispiel 3: Fermentative Produktion von R-cc-Liponsaure 

Fur die fermentative Produktion von R-a-Liponsaure wurden die 
in Beispiel 2 durch Transformation mit den entsprechenden 
Plasmiden erzeugten Stamme verwendet. Als Vorkultur far die 
Produktionsanzucht wurden zunachst 5 ml LB-Flussigmedium, das 
zur Stabilisierung von Plasmiden 100 mg/1 Ampicillin und/oder 
20 mg/1 Chloramphenicol enthielt, mit dem jeweiligen Stamm be- 
impft und fur 16 h bei 37 °C und 160 rpm auf einem Schuttler 
inkubiert. AnschlieJiend wurden die Zellen durch Zentrif ugation 
geerntet und zweimal mit dem entsprechenden Volumen steriler 
Saline (0,9 % NaCl) gewaschen. Mit den auf diese Weise vorbe- 
reiteten Zellen wurden schliefilich 15 ml BS-Medium (7 g/1 
K 2 HP0 4 ; 3 g/1 KH 2 P0 4 ; 1 g/1 (NH 4 ) 2 S0 4 ; 0,1 g/1 MgS0 4 x 7 H 2 0; 0,5 
g/1 Na 3 Citrat x 3 H 2 0; 1% s^urehydrolysiertes Casein (vitamin- 
frei); 13,5 g/1 Na 2 Succinat x 6 H 2 0; pH 6,8 mit HC1 einge- 
stellt), das aulierdem 100 mg/1 Ampicillin und/oder 20 mg/1 
Chloramphenicol enthielt, im Verhaltnis 1:100 angeimpft. Die 
Inkubation der Produktionskulturen erfolgte bei 37 °C und 160 
rpm auf einem Schuttler. Die Expression des Lipoyl-Protein- 
Ligase B-Gens in den Stammen, die das Plasmid pKP560 enthiel- 
ten, wurde durch Zugabe von 2 g/1 L-Arabinose nach ca. 4 h In- 
kubation induziert. Zum gleichen Zeitpunkt wurde auch die Ex- 
pression der E2-Domane in den Stammen mit dem Plasmid pGS331 
durch Zugabe von 0,05 g/1 Isopropyl-p-D-Thiogalactosid indu- 
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ziert. Nach 24 h Inkubation wurden Proben entnommen und die 
Zellen durch Zentrifugation vom Kulturmedium abgetrennt. Die 
darin enthaltene R-a-Liponsaure wurde mittels des bekannten 
turbidimetrischen Bioassays (Herbert und Guest, 1970, Meth. 
5 Enzymol. 18A: 269-272) quantif iziert . Tabelle 1 zeigt die er- 
zielten Gehalte von R-a-Liponsaure im jeweiligen Kulturuber- 
stand nach 24 h Inkubation: 

Tabelle 1: 

io 



Stamm 


R-a-Liponsaure 




[w/i] 


W3110 pACYC184 


0 


W3110 pKP560 


20 


W3110 pKP560 pGS331 


50 


W3110 pGS331 


0 


W3110AlplA pACYC184 


23 


W3110AlplA pKP560 


119 


W3110Alp2A pKP560 pGS331 


220 


W3110AIplA pGS331 


2 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Consortium fuer elektrochemische Industrie GmbH 

5 <120> Zellen und Verfahren zur f ermentativen Herstellung von 
R-alpha-Liponsaeure 

<130> Col0314 

10 <140> 
<141> 

<160> 4 

15 <170> Patentln Ver. 2.0 

<210> 1 
<211> 679 
<212> DNA 
20 <213> Escherichia coli 

<220> 

<221> CDS 

<222> (16) . . (654) 

25 <223> lipB Gen 

<300> 

<301> Reed, Kelynne E. 

Cronan Jr., John E. 
30 <302> Lipoic Acid Metabolism in Escherichia coli: Sequencing 
and Functional Characterization of the lipA and lipB 
Genes 
<303> J. Bacteriol. 
<304> 175 
<305> 5 

<306> 1325-1336 
<307> 1993 




<400> 1 

40 cacggagatg cccat atg tat cag gat aaa att ctt gtc cgc cag etc ggt 51 
_ Met Tyr Gin Asp Lys He Leu Val Arg Gin Leu Gly 

15 10 

ctt cag cct tac gag cca ate tec cag get atg cat gaa ttc acc gat 99 
45 -Leu Gin Pro Tyr Glu Pro He Ser Gin Ala Met His Glu Phe Thr Asp 
15 20 25 

acc cgc gat gat agt acc ctt gat gaa ate tgg ctg gtc gag cac tat 147 
Thr Arg Asp Asp Ser Thr Leu Asp Glu He Trp Leu Val Glu His Tyr 
50 30 35 40 

ccg gta ttc acc caa ggt cag gca gga aaa gcg gag cac att tta atg 195 

Pro Val Phe Thr Gin Gly Gin Ala Gly Lys Ala Glu His He Leu Met 

45 50 55 60 

55 



CO10314 / P 



22 

ccg ggt gat att ccg gtg ate cag age gat cgc ggt ggg cag gtg act 243 
Pro Gly Asp lie Pro Val He Gin Ser Asp Arg Gly Gly Gin Val Thr 
65 70 75 

5 tat cac ggg ccg ggg caa cag gtg atg tat gtg ttg ctt aac ctg aaa 291 
Tyr His Gly Pro Gly Gin Gin Val Met Tyr Val Leu Leu Asn Leu Lys 
80 85 90 

cgc cgt aaa etc ggt gtg cgt gaa ctg gtg acc ttg ctt gag caa aca 339 
10 Arg Arg Lys Leu Gly Val Arg Glu Leu Val Thr Leu Leu Glu Gin Thr 
95 100 105 

gtg gtg aat acc ctg get gaa ctg ggt ata gaa gcg cat cct egg get 387 
Val Val Asn Thr Leu Ala Glu Leu Gly He Glu Ala His Pro Arg Ala 
15 110 115 120 

gac gcg cca ggt gtc tat gtt ggg gaa aag aaa att tgc tea ctg ggt 435 
Asp Ala Pro Gly Val Tyr Val Gly Glu Lys Lys He Cys Ser Leu Gly 
125 130 135 140 

tta cgt att cga cgc ggt tgt tea ttc cac ggt ctg gca tta aac gtc 483 
Leu Arg He Arg Arg Gly Cys Ser Phe His Gly Leu Ala Leu Asn Val 
145 150 155 

25 aat atg gat ctt tea cca ttt tta cgt att aat cct tgt ggg tat gec 531 
Asn Met Asp Leu Ser Pro Phe Leu Arg He Asn Pro Cys Gly Tyr Ala 
160 165 170 

gga atg gaa atg get aaa ata tea caa tgg aaa ccc gaa gcg acg act 579 
30 Gly Met Glu Met Ala Lys He Ser Gin Trp Lys Pro Glu Ala Thr Thr 
175 180 185 




40 



aat aat att get cca cgt tta ctg gaa aat att tta gcg eta eta aac 627 
Asn Asn He Ala Pro Arg Leu Leu Glu Asn He Leu Ala Leu Leu Asn 
190 195 200 

aat ccg gac ttc gaa tat att acc get taattccata catcaatggc ccaat 679 
Asn Pro Asp Phe Glu Tyr He Thr Ala 
205 210 



<210> 2 
<211> 213 
<212> PRT 
45 <213> Escherichia coli 



<400> 2 

Met Tyr Gin Asp Lys He Leu Val Arg Gin Leu Gly Leu Gin Pro Tyr 
15 10 15 

50 

Glu Pro He Ser Gin Ala Met His Glu Phe Thr Asp Thr Arg Asp Asp 
20 25 30 

Ser Thr Leu Asp Glu He Trp Leu Val Glu His Tyr Pro Val Phe Thr 
55 35 40 45 
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Gin Gly Gin Ala Gly Lys Ala Glu His He Leu Met Pro Gly Asp He 
50 55 60 

5 Pro Val He Gin Ser Asp Arg Gly Gly Gin Val Thr Tyr His Gly Pro 
65 70 " 75 80 

Gly Gin Gin Val Met Tyr Val Leu Leu Asn Leu Lys Arg Arg Lys Leu 
85 90 95 

10 

Gly Val Arg Glu Leu Val Thr Leu Leu Glu Gin Thr Val Val Asn Thr 
100 105 HO 

Leu Ala Glu Leu Gly He Glu Ala His Pro Arg Ala Asp Ala Pro Gly 
15 115 ~ 120 125 

Val Tyr Val Gly Glu Lys Lys He Cys Ser Leu Giy Leu Arg He Arg 
130 135 140 

20 Arg Gly Cys Ser Phe His Gly Leu Ala Leu Asn Val Asn Met Asp Leu 
145 150 155 160 

Ser Pro Phe Leu Arg He Asn Pro Cys Gly Tyr Ala Gly Met Glu Met 
165 170 175 

25 

Ala Lys He Ser Gin Trp Lys Pro Glu Ala Thr Thr Asn Asn He Ala 
180 185 190 

Pro Arg Leu Leu Glu Asn He Leu Ala Leu Leu Asn Asn Pro Asp Phe 
30 195 200 205 




Glu Tyr He Thr Ala 
210 



40 



45 



<210> 3 
<211> 261 
<212> DNA 

<213> Escherichia coli 

<2-20> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (258) 

<223> Hybridgen der E2-Domaene 



<300> 

<301> Miles, John S. 

Guest, John R. 
<302> Subgenes expressing single lipoyl domains of the 
50 dehydrogenase complex of Escherichia coli 

<303> Biochem. J. 
<304> 245 
<306> 869-874 
<307> 1987 

55 
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<300> 

<301> Ali, Sohail T . 

Guest, John R. 
<302> Isolation and characterisation of lipoylated and 
5 unlipoylated domains of the E2p subunit of the .pyruvate 

dehydrogenase complex of Echerichia coli 
<303> Biochem. J. 
<304> 271 
<306> 139-145 
10 <307> 1990 

<400> 3 

atg get ate gaa ate aaa gta ccg gac ate ggg get gat gaa gtt gaa 48 

Met Ala lie Glu He Lys Val Pro Asp He Gly Ala Asp Glu Val Glu 

15 1 5 10 .15 

ate ace gag ate ctg gtc aaa gtg ggc gac aaa gtt gaa gee gaa cag 96 
He Thr Glu He Leu Val Lys Val Gly Asp Lys Val Glu Ala Glu Gin 
20 25 30 

teg ctg ate ace gta gaa ggc gac aaa get tct atg gaa gtt ccg gcg 144 
Ser Leu He Thr Val Glu Gly Asp Lys Ala Ser Met Glu Val Pro Ala 
35 40 45 

25 ccg ttt gca ggc gtc gtg aag gaa ctg aaa gtc aac gtt ggc gat aaa 192 
Pro Phe Ala Gly Val Val Lys Glu Leu Lys Val Asn Val Gly Asp Lys 
50 55 60 

gtg aaa act ggc teg ctg att atg ate ttc gaa gtt gaa ggc gca gcg 240 
30 Val Lys Thr Gly Ser Leu He Met He Phe Glu Val Glu Gly Ala Ala 
65 70 75 80 




cct gcg gca get cct gcg taa 261 
Pro Ala Ala Ala Pro Ala 
85 



<210> 4 

<211> 86 

40 <212> PRT 

<213> Escherichia coli 



<400> 4 

Met Ala He Glu He Lys Val Pro Asp He Gly Ala Asp Glu Val Glu 
45 1 5 10 15 

He Thr Glu lie Leu Val Lys Val Gly Asp Lys Val Glu Ala Glu Gin 
20 25 30 

50 Ser Leu He Thr Val Glu Gly Asp Lys Ala Ser Met Glu Val Pro Ala 
35 40 45 

Pro Phe Ala Gly Val Val Lys Glu Leu Lys Val Asn Val Gly Asp Lys 
50 55 60 

55 
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Val Lys Thr Gly Ser Leu He Met He Phe Glu Val Glu Gly Ala Ala 

65 ~ 70 75 80 

Pro Ala Ala Ala Pro Ala 

5 85 



<210> 5 

<211> 264 

10 <212> DNA 

<213> Escherichia coli 

<220> 
<221> CDS 
15 <222> (1) . . (261) 

<223> Gen cier BCCP-DASMEP-Domaene 

•<300> 
<301> Reche, Pedro 
20 Perham, Richard N. 

<302> Structure and selectivity in post-translational 
modification: attaching the biotinyl-lysine and 
lipoyl-lysine swinging arms in multifunctional enzymes. 
<303> EMBO J. 
25 <304> 18 
<305> 10 
<306> 2673-2682 
<307> 1999 

30 <400> 5 

atg gaa gcg cca gca gca gcg gaa ate agt ggt cac ate gta cgt tec 48 

Met Glu Ala Pro Ala Ala Ala Glu He Ser Gly His He Val Arg Ser 
15 10 15 

#ccg atg gtt ggt act ttc tac cgc acc cca age ccg gac gca aaa get 96 
Pro Met Val Gly Thr Phe Tyr Arg Thr Pro Ser Pro Asp Ala Lys Ala 
20 25 30 

ttc ate gaa gtg ggt cag aaa gtc aac gtg ggc gat acc eta tgc ate 144 
40 Phe He Glu Val Gly Gin Lys Val Asn Val Gly Asp Thr Leu Cys He 

- ... 35 40 45 

gtt gaa gee gac aaa gca teg atg gaa ate ccg gcg gac aaa tec ggt 192 
Val Glu Ala Asp Lys Ala Ser Met Glu He Pro Ala Asp Lys Ser Gly 
45 50 55 60 

acc gtg aaa gca att ctg gtc gaa agt gga caa ccg gta gaa ttt gac 240 
Thr Val Lys Ala He Leu Val Glu Ser Gly Gin Pro Val Glu Phe Asp 
65 70 75 80 

50 

gag ccg ctg gtc gtc ate gag taa 264 
Glu Pro Leu Val Val He Glu 
85 



55 
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<210> 6 
<211> 87 
<212> PRT 

<213> Escherichia coli 

5 

<400> 6 

Met Glu Ala Pro Ala Ala Ala Glu lie Ser Gly His lie Val Arg Ser 
15 10 15 

10 Pro Met Val Gly Thr Phe Tyr Arg Thr Pro Ser Pro Asp Ala Lys Ala 
20 25 30 

Phe He Glu Val Gly Gin Lys Val Asn Val Gly Asp Thr Leu Cys He 
35 40 45 

15 

Val Glu Ala Asp Lys Ala Ser Met Glu He Pro Ala Asp Lys Ser Gly 
50 55 60 




Thr Val Lys Ala He Leu Val Glu Ser Gly Gin Pro Val Glu Phe Asp 
20 65 70 75 80 

Glu Pro Leu Val Val He Glu 
85 

25 
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Paten tanspriiche 

1. Zelle, die enantiomerenreine R-a-Liponsaure in ein Kulturme- 
dium sekretiert, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine gegen- 
uber einem Wildtyp-Stamm erhohte Lipoyl-Protein-Ligase B Ak- 
tivitat besitzt und gleichzeitig eine im Vergleich zu dem 
Wildtyp-Stamm erhohte Konzentration eines lipoylierbaren Po- 
lypeptids aufweist. 

2. Zelle nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
urn einen Mikroorganismus, wie zum Beispiel einen Hefe- oder 
Bakterienstamm handelt. 

3. Zelle nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass es sich 
urn einen Bakterienstamm aus der Familie der Enterobacteria- 
ceae, bevorzugt urn einen Stamm der Art Escherichia coli han- 
delt. 

4. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Lipoyl-Protein-Ligase B-Aktivitat mindestens urn 
den Faktor 2 gesteigert ist. 

5. Zelle nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Konzentration des lipoylierbaren Polypeptids 
mindestens urn den Faktor 2 gesteigert ist. 

6. Plasmid, dadurch gekennzeichnet, dass es sowohl ein iipB-Gen 
als auch ein Gen fur ein lipoylierbares Polypeptid enthalt. 

7. Plasmid nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass es ein 
IipB-Gen sowie ein Gen, das fur ein lipoylierbares Polypeptid 
codiert, jeweils unter Kontrolle eines Promoters tragt. 

8. Verfahren zur Herstellung einer Zelle gemali Anspruch 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass in eine Ausgangszelle ein Plas- 
mid, das ein IipB-Gen enthalt und ein Plasmid, das ein Gen 
fttr ein lipoylierbares Polypeptid enthalt eingebracht werden, 
oder ein Plasmid gemafS Anspruch 6 oder 7 eingebracht wird. 
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9. Verfahren zur f ermentativen Herstellung von enantiomerenrei- 
ner R-a-Liponsaure, dadurch gekennzeichnet , dass eine Zelle 
gemSli einem der Anspruche 1 bis 3 in einem Kulturmedium kul- 

5 tiviert wird, wobei die Zelle enantiomerenreine R-a-Lipon- 
saure in das Kulturmedium ausscheidet und die enantiomeren- 
reine R-a-Liponsaure vom Kulturmedium abgetrennt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , dass 
10 die Kultivierung der Zellen in einem Minimalsalzmedium er- 

folgt, wobei als Kohlenstoff quelle Asparaginsaure, Apfelsau- 
re, Bernsteinsaure, BrenztraubensSure, Fumarsaure, Glutamin- 
saure, Glucose, Glycerin oder Oxalessigsaure eingesetzt wer- 
den und Fettsauren mit einer Kettenlange von C2-C8, bevorzugt 
15 mit einer Kettenlange von C6-C8 (Hexan- bzw. Oktansaure) als 
spezifische Vorstufen fur die a-Liponsaure-Synthese dem. Medi- 
um zugesetzt werden. 
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Zus ammenf as sung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von R-cc- 
Liponsaure mittels Fermentation, welches dadurch gekennzeich- 
net ist, dass eine Zelle, die gegenuber einem Wildtyp-Stamm 
eine erhohte Aktivitat der Lipoyl-Protein-Ligase B besitzt und 
gleichzeitig eine -im Vergleich zum Wildtyp erhohte Konzentra- 
tion eines lipoylierbaren Polypeptids aufweist, in einem Kul- 
turmedium kultiviert wird, wobei die Zelle enantiomerenreine 
R-a-Liponsaure in das Kulturmedium ausscheidet und die enanti- 
omerenreine R-a-Liponsaure von dem Kulturmedium abgetrennt 
wird. 
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Fig. 1: Schematische Darstellung des modularen Aufbaus der E2- 
Untereinheit (E2p) des PDH-Multienzymkomplexes von Escherichia 

coli 




Lipoyl-Domanen 1-3 E3-Binde- El/E2-Bindedomane 

domane Acetyl-Transferase 
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Fig. 2: Synthese der R-a-Liponsaure in E. coli 
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Fig. 3: Aktivierung und Einbau freier R-ot-Liponsaure bei 
E. coli mittels der Lipoyl-Protein-Ligase A 
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